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Oiigomere Tragermolekule mit definiert eingebauten Markie- 

rungsgruppen und Haptenen 

BESCHREIBUNG 

Die vorliegende Erfindung betrifft neue Kon jugate, Verfahren zu 
deren Herstellung sowie die Verwendung dieser Konjugate ais 
Antigene xn immunologischen Nachweisverf ahren oder zur DNA- 
Diagnostik . 

Der Nachweis von Immunglobulinen in Korperf lussigkei ten , ins- 
besondere in Humanseren, wird zur Diagnostik von Infektionen mit 
Mikroorganismen, insbesondere Viren, wie etwa HIV, Hepatitis- 
Viren, etc. verwendet . Das Vorhandensein von spezifischen 
immunglobulinen in der untersuchten Probe wird ublicherweise 
durch Reaktion mit einem oder mehreren Antigenen, die mit den 
spezxfxschen Immunglobulinen reagieren, nachgewiesen . Verfahren 
zur Bestimmung von spezifischen Immunglobulinen in der Probefliis- 
S1 gkeit miissen sensitiv, zuverlassig, einfach und schnell sein . 

Ein weiteres immunologisches Verfahren ist der kompetitive 
Immunoassay, bei dem der qualitative un d quantitative Nachweis 
ernes Analyten dadurch erfolgt, dafi ein mit dem Analyten 
.mmunologisch analoges Hapten und der Analyt urn Bindungsstellen 
auf emem Rezeptor, z.B. einem Antikorper konkurrieren . Das 
Analytenanalogon wird dabei im allgemeinen in markierter oder an 
eine Festphase bindefahiger Form eingesetzt . 

In den letzten Jahren wurden zunehmend Nachweissys teme au' Basis 
mcht-radioaktiver Markierungsgruppen entwickelt, bei denen das 
Vorhandensein eines Analyten, z.B. eines spezifischen Ancikfl- 
pers, m der untersuchten Probe mit Kilfe optischer (z.B 
Lum.neszenz oder Fluoreszenz) , NMR-aktiver oder Metall -prazi D < - 
tierender Detektionssysteme bestimmt werden konnte 
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EP-A-0 307 149 offenbart einen Immuntest fur einen Antikorper, 
bei dem zwei rekombinante Polypeptide als Antigene verwendet 
werden, von denen eines an einer festen Phase immobilisiert ist, 
und das andere eine Markierungsgruppe tragt, wobei beide 
rekombinanten Antigene in unterschiedlichen Organismen exprimiert 
werden, urn die Spezifitat des Nachweises zu erhohen. 

EP-A-0 366 673 offenbart ein Verfahren zum Nachweis von Antikor- 
pern in einer Probe, bei dem ein Antikorper durch Reaktion mit 
einem gereinigten, markierten Antigen und dem gleichen gereinig- 
ten Antigen in einer Festphasen-gebundenen Form nachgewiesen 
wird. Als Antigen wird beispielsweise humanes IgG offenbart. 

EP-A-0 386 713 beschreibt ein Verfahren zum Nachweis von Antikor- 
pern gegen HIV unter Verwendung von zwei festen Tragern, wobei 
an beide festen Trager verschiedene HIV-Antigene immobilisiert 
werden, die jeweils mit einem Aliquot einer Probe und einem 
markierten HIV- Antigen in Kontakt gebracht werden, wobei das 
Vorhandensein von Antikorpern durch eine positive Reaktion in 
mindestens einem der Tests nachgewiesen wird. Als HIV-Antigene 
werden rekombinant hergestellte Polypeptide offenbart. 

EP-A-0 507 586 beschreibt ein Verfahren zur Durchfuhrung eines 
immunologischen Tests fur ein spezifisches Immunglobulin , bei dem 
eine Probe mit zwei zur Bindung des Immunglobulins fahigen 
Antigenen in Kontakt gebracht wird, wobei das erste Antigen eine 
zur Bindung an einen festen Trager geeignete Gruppe tragt, und 
das zweite Antigen eine Markierungsgruppe tragt. Die Markierungs- 
gruppe kann eine direkte Markierungsgruppe sein, z.B. ein Enzym, 
ein Chromogen, ein Metallteilchen. oder auch eine indirekte Mar- 
kierungsgruppe, d.h. die am Antigen angebrachte Markierungsgruppe 
kann mit einem Rezeptor fur die Markierungsgruppe, der wiederum 
eine signalerzeugende Gruppe tragt, reagieren. Als Beispiel fur 
eine solche indirekte Markierungsgruppe wird ein Fluorescein- 
derivat genannt , dessen Rezeptor ein Antikorper ist, der wiederum 
mit einem Enzym gekoppelt ist. Als Antigene werden Polypeptide, 
wie etwa das Hepatitis B-Oberf lachenantigen offenbart. In dieses 
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Antigen werden durch Deri vat isierung SH-Gruppen eingefuhrt, mit 
denen das Fluorescein gekoppelt wird. 

EP-A-0 507 587 offenbart ein spezifisch zum Nachweis von IgM 
Antikorpern geeignetes Verfahren, bei dem die Probe mit einem 
markierten Antigen, das gegen den nachzuweisenden Antikorper 
gerichtet ist, und einem zweiten Antikorper, der ebenfalls gegen 
den nachzuweisenden Antikorper gerichtet und an eine Festphase 
bindefahig ist, inkubiert wird. 

EP-A-0 199 804 und EP-A-0 580 979 offenbaren ein immunologisches 
Nachweisverf ahren unter Verwendung von Antigenen, die mit 
lumineszierenden Metallchelatgruppen, insbesondere mit Ruthenium- 
und Osmiumchelatgruppen markiert sind. Als Antigene werden 
Immunglobuline verwendet, die durch Reaktion mit aktivierten 
Metallkomplexen statistisch markiert werden. 

EP-A-0 178 450 offenbart Metallchelate , insbesondere Ruthenium- 
komplexe, an die ein immunologisch aktives Material, beispiels- 
weise Antikorper, gekoppelt werden kann. Die Kopplung erfolgt 
durch statistische Reaktion des immunologisch reaktiven Materials 
mit dem Metallchelat. 

EP-A-0 255 534 offenbart einen Lumineszenz - Immunoassay unter Ver- 
wendung eines Metallchelat -gekoppelten Antigens oder Ant ikorpers . 
Die Kopplung erfolgt beispielsweise durch statistische Reaktion 
eines Metallchelat -Aktivesterderivats mit einem Antikorper. 

WO 90/05301 offenbart ein Verfahren zum Nachweis und zur 
quant itativen Bestimmung von Analyten durch Elektrochemilumi - 
neszenz unter Verwendung von lumineszierenden Metallchelaten , die 
an (i) einen zugesetzten Analyten, (ii) einen Bindepartner des 
Analyten oder (iii) eine reaktive Komponente, die mit (i) oder 
(ii) binden kann, gekoppelt sind. Die Lumineszenzmessung erfolgt 
nach Bindung der Metallchelate an aktivierte und gegebenenf alls 
magnetische Mikropart ikel . 
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Bei den aus dem Stand der Technik bekannten immunologischen 
Nachweisverf ahren fur Antikorper werden ublicherweise Polypeptid- 
Antigene verwendet ( die meist durch rekombinante DNA-Methoden 
erzeugt wurden. Beim Einsatz derartiger Polypept id-Antigene 
konnen jedoch Probleme auftreten. So konnen rekombinante 
Polypeptide oft nur in Form von Fusionspolypept iden erzeugt 
werden, bei denen der Fusionsanteil zu falsch positiven Results - 
ten im Test fiihren kann. Weiterhin zeigen durch rekombinante 
Expression erzeugt e Polypeptide oft eine nur geringe Stabilitat 
in der Probelosung und neigen zu Aggregation. Ein weiterer 
Nachteil ist, dafi oft keine selektive und reproduzierbare 
Einfiihrung von Markierungsgruppen in solche Polypeptide moglich 
ist. 

Uberdies ist die Herstellung rekombinanter Polypeptidant igene mit 
hohen Kosten verbunden und es konnen grofiere Schwankungen in der 
immunologischen Reaktivitat bei verschiedenen Chargen rekom- 
binanter Polypeptide auftreten. 

Auch bei kompetitiven Immunoassays, die sehr hohe Anf orderungen 
an die Sensitivitat und Prazision stellen, konnen beim Nachweis 
von nur in sehr geringen Konzentrationen yorliegenden Analyten 
wie etwa Estradiol oder Testosteron, insbesondere bei Nachweis- 
systemen auf Basis von Elektrochemilumineszenz die geforderten 
unteren Nachweisgrenzen unter Verwendung bekannter Antigene nur 
sehr schwer erreicht werden. 

Das der vorliegenden Erf indung zugrundeliegende Problem war somit 
die Bereitstellung eines Verfahrens, bei dem auf einfache und 
ef f iziente Weise Antigene fur immunologische Tests erzeugt werden 
konnen, wobei die Nachteile der aus dem Stand der Technik 
bekannten Antigene mindestens teilweise beseitigt werden. 
Weiterhin soil das Verfahren eine selektive und reproduzierbare 
Einfiihrung von Markierungsgruppen in die Antigene ermoglichen. 

Dieses Problem wird gelost durch Kon jugate, umfassend einen 
polymeren Trager mit maximal 100 monomeren Einheiten, der 
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gekoppelt an reaktive Seitengruppen 1-10 Haptenmolekule und 1-10 
Markierungs- oder Festphasenbindungsgruppen enthalt, wobei die 
monomeren Einheiten aus Aminosauren, Nukleotiden und peptidischen 
Nukleinsauren ausgewahlt sind. 

Durch Verwendung der erf indungsgemaSen Kon jugate, die 1-10 
Haptenmolekule und eine definierte Anzahl von Markierungs- oder 
Festphasenbindungsgruppen enthalten, als Antigene in einem 
immunologischen Nachweisverf ahren "kann iiberraschenderweise eine 
wesentlich hohere Sensitivitat und Prazision bei einer gleichzei- 
tig verringerten unteren Nachweisgrenze gegemiber bekannten 
monomeren und multimeren Antigenen erreicht werden. Daruber hin- 
aus lassen sich die erf indungsgemafcen Konjugate in sehr einfacher 
Weise durch Festphasensynthese , z.B. eine Peptid-Festphasensyn- 
these, aufbauen. Hierzu konnen an jeweils vorbestimmten Positio- 
-nen monomere Einheiten, z.B. Aminosaurederivate , eingebaut 
werden, die mit einem Haptenmolekul oder einer Markierungs- bzw. 
Festphasenbindungsgruppe derivatisiert sind. Uberdies kann an 
Positionen der Tragerkette , . an denen sich Monomere mit freien 
funktionellen Gruppen befinden, nach AbschlfiE der Festphasensyn- 
these ein zusatzlicher selektiver Einbau von Haptenen oder 
Markierungs- bzw. Festphasenbindungsgruppen erf olgen . Dadurch ist 
ein definierter und reproduzierbarer Einbau von Haptenmolekulen 
und Markierungs- bzw. Festphasenbindungsgruppen in das Konjugat 
moglich. Die Abstande zwischen den einzelnen Gruppen auf dem 
Konjugat konnen genau festgelegt und gegebenenf alls variiert 
werden. Durch Auswahl des Abstandes von Markierungsgruppen auf 
dem Konjugat kann das Signalquenching gering gehalten werden, so 
dafi die Signalstarke proportional mit der Zahl von Markierungs- 
gruppen zunimmt. Auch eine festgelegte raumliche Orientierung von 
Markierungsgruppen tragt, z.B. bei helikalen Tragern, zur 
Verbesserung der Signalstarke bei. Vorzugsweise betragen die 
Abstande zwischen Markierungsgruppen daher 3-6 oder/und 13-16 
monomere Einheiten bei helikalen Tragern, z.B. einzel- oder 
insbesondere doppelstrangige Nukleinsauren. 

Das polymere Tragermolekul , das das Ruckgrat des Konjugats 
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bildet hat eine Lange von maximal 100 monomeren Einheiten, 
vorzugsweise von 3 - 80 monomeren Einheiten und besonders 
bevorzugt von 5 - 60 monomeren Einheiten. 

Die monomeren Einheiten sind aus Aminosauren, Nukleotiden und 
peptidischen Nukleinsauren ausgewahlt. Vorzugsweise umfafit der 
polymere Trager eine aus Aminosauren aufgebaute Peptidkette, 
vorzugsweise eine lineare Peptidkette. Der Trager kann jedoch 
auch eine aus Nukleotiden oder Nukleotidanaloga aufgebaute 
Nukleinsaurekette umfassen, an deren reaktiven Seitengruppen 
Haptenmolekiile und Markierungs- bzw. Festphasenbindungsgruppen 
angekoppelt sind. Diese Nukleinsaurekette kann als Einzel- oder 
als Doppelstrang vorliegen. Bei doppelstrangigen Nukleinsaure- 
tragern findet man oft eine Erhohung der Signalstarke von 
Markierungsgruppen, z.B. eine verbesserte Quantenausbeute bex 
Fluoreszenzmarkierungsgruppen . 

Weiterhin kann der polymere Trager aus peptidischen Nukleinsauren 
(PNA) aufgebaut sein. Peptidische Nukleinsauren umfassen em 
Polyamidruckgrat aus gleichen oder *verschiedenen monomeren 
Einheiten der Formel 

(CH^.-CHR'-NtCOMCH^.-Ll-CH.MCH^^NH-CO-, wobei L aus der 
Gruppe, bestehend aus Wasserstoff, Phenyl, naturlich vorkommenden 
Nukleobasen und nicht naturlich vorkommenden Nukleobasen 
ausgewahlt ist, R' aus der Gruppe, bestehend aus Wasserstoff und 
den Seitenketten naturlich oder nicht naturlich vorkommender 
Aminosauren, vorzugsweise a- Aminosauren ausgewahlt ist, k und m 
jeweils unabhangig 0 oder 1 sind und i unabhangig von 0 bis 5 
ist Die Haptenmolekiile und Markierungs- bzw. Festphasen- 
bindungsgruppen konnen an die Nukleobasen- oder/und Amino- 
saureseitenketten der peptidischen Nukleinsaure gekoppelt sein. 
Peptidische Nukleinsauren und ihre Hersteilung sind in WO92/20703 
beschrieben. Auf diese Offenbarung wird hiermit Bezug genommen . 



Auch bei peptidischen Nukleinsauren kann der Trager als Einzel - 
oder Doppelstrang vorliegen. Besonders bevorzugt sind doppel- 
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strangige Trager mit mindestens einem PNA-Strang, z.B. einem PNA- 
Strang und einem Nukleinsaurestrang , z.B. einem DNA-Strang. 

Das Konjugat enthalt 1-10 Haptenmolekiile , vorzugsweise 1-6 
Haptenmolekule und besonders bevorzugt 1 oder 2 Haptenmolekiile. 
Das Hapten ist vorzugsweise ein immunologisch reaktives Molekul 
mit einer Molekularmasse von 100-2000 Da. Derartige Haptene 
konnen z.B. aus pharmakologischen Wirkstoffen, wie etwa Antibio- 
tika, Opiaten, Amphetaminen , Barbituraten , Cytostatika (z.B. 
Gentamicin, Tobramycin, Vancomycin etc .) , Paracetamol, Salicyla- 
tes Phenytoin, Chinin und Chininderivaten , Theophyllin etc., 
Hormonen und Metaboliten wie etwa Sterinen, Gallensauren, 
Sexualhormonen (z.B. Estradiol, Estriol, Testosteron, Progeste- 
ron, Pregnenolon und Derivate davon) , Corticoiden (z.B. Cortisol, 
Corticosteron, Cortison und Derivate davon) , Cardenoliden und 
Cardenolid-Glycosiden (z.B. Digoxin, Digoxigenin, Strophantin, 
Buf adienolide etc . ) Steroid-Sapogeninen, Steroidalkaloiden , 
Peptidhormonen, Creatinin, Schilddriisenhormonen (z.B. T 3 , T 4 ) , 
Neurotransmittern (z.B. Serotonin, Cholin, y-Aminobuttersaure) , 
Vitaminen und Mediatoren wie etwa Prostaglandinen , Leukotrienen, 
Leuko-En-diinen und Thromboxanen ausgewahlt werden. 

Andererseits kann das Hapten auch aus immunologisch reaktiven 
Pept idepitopen ausgewahlt werden, die eine Lange von vorzugsweise 
bis zu 30 Aminosauren besitzen. Derartige Pept idepitope konnen 
beispielsweise aus pathogenen Organismen, z.B. Bakterien, Viren 
und Protozoen oder aus Autoimmun-Antigenen, stammen. Beispiels- 
weise konnen die immunologisch reaktiven Pept idepitope aus 
viralen Antigenen, z.B. den Aminosauresequenzen von HIV I, HIV 
II oder Hepatitis C-Virus (HCV) , stammen. 

AuSerdem kann das Hapten auch aus Nukleinsauren mit einer Lange 
von vorzugsweise bis zu 50 Nukleotiden ausgewahlt sein, die zu 
einer Nukleinsauresequenz , die in der Probe nachgewiesen werden 
soli, komplementar sind. SchlieSlich kann das Hapten auch aus 
peptidischen Nukleinsauren mit einer Lange von bis zu 50 
Monomereinheiten ausgewahlt sein. 
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Weiterhin enthalt das erf indungsgema&e Konjugat 1-10, vorzugs- 
weise 2-8 Markierungs- oder Festphasenbindungsgruppen. Bevorzugte 
Beispiele fur Markierungsgruppen sind . lumineszierende Metall - 
chelate und Fluoreszenzmarkierungen . Bevorzugte Beispiele fur 
Festphasenbindungsgruppen sind Biotin und Biot inanaloga , wie etwa 
Desthiobiotin und Imminobiotin, die eine spezif ische Reaktion mit 
Streptavidin oder Avidin eingehen konnen. 

Die Haptenmolekule und Markierungs- bzw. Festphasenbindungs- 
gruppen sind vorzugsweise uber reaktive Amino- oder/und Thiol - 
seitengruppen, besonders bevorzugt uber reaktive primare 
Aminoseitengruppen an die Tragerkette gekoppelt. Derartige 
Seitengruppen konnen durch Einbau von entsprechenden Monomeren, 
z.B. Aminosauren wie etwa Lysin, Ornithin, Hydroxylysin oder 
Cystein, in die Tragerkette erzeugt werden. 

In bestimmten Ausf uhrungsf ormen der vorliegenden Erfindung kann 
es bevorzugt sein, wenn ein Spacer zwischen das Hapten bzw. die 
Markierungs- oder Festphasenbindungsgruppe und die Tragerkette 
eingebaut wird. Der Spacer ist vorzugsweise flexibel und hat eine 
Kettenlange von vorzugsweise 3-30 Atomen* Besonders bevorzugt 
enthalt der Spacer hydrophile Gruppen, z.B. Oxyalkylen- oder/und 
Hydroxy- Seitengruppen . 

Bevorzugte Markierungsgruppen sind lumineszierende Metallchelate , 
d.h. Metallchelate, die eine nachweisbare Lumineszenzreakt ion 
erzeugen. Der Nachweis dieser Lumineszenzreaktion kann beispiels- 
weise durch Fluoreszenz- oder durch Elektrochemilumineszenzmes - 
sung erfolgen. Das Metall dieser Metallchelate ist beispielsweise 
ein Ubergangsmetall oder ein Seltenerdenmetall . Vorzugsweise ist 
das Metall Ruthenium, Osmium, Rhenium, Iridium, Rhodium, Platin, 
Indium, Palladium, Molybdan, Techneticum, Kupfer, Chrom oder 
Wolfram. Besonders bevorzugt sind Ruthenium, Iridium, Rhenium, 
Chrom und Osmium. Am meisten bevorzugt ist Ruthenium. 

Die Liganden, die zusammen mit dem Metall das Metallchelat 
bilden, sind ublicherweise Polydentat-Liganden, d.h. Liganden mit 
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mehreren Koordinationsstellen . Polydentat -Liganden utnfassen 
beispielsweise aromatische und aliphatische Liganden. Geeignete 
aromatische Polydentat -Liganden beinhalcen aromatische heterocy- 
clische Liganden. Bevorzugte aromatische heterocyclische Liganden 
sind N-haltige Polyheterocyclen wie etwa z.B. Bipyridyl , Bipyra- 
zyl, Terpyridyl und Phenanthrolyl. Diese Liganden konnen 
beispielsweise Subst i tuenten wie etwa Alkyl, substituiertes 
Alkyl, Aryl, subst ituiertes Aryl , Aralkyl , Carboxylat, Carboxyal- 
dehyd, Carboxamid, Cyano, Amino, Hydroxy, Imino, Hydroxycarbonyl , 
Aminocarbonyl, Amidin, Guanidinium, Ureid, schwef elhalt ige 
Gruppen, phosphorhalt ige Gruppen und die Carboxylat ester von N- 
Hydroxysuccinimid umfassen. Bevorzugte Liganden enthalten C 2 -C 3 - 
Alkylenoxy-, C 2 -C 3 -Alkylenthio- und C 2 -C 3 -Alkylenaminogruppen. 
insbesondere Ethylenoxygruppen . Das Chelat kann auch einen oder 
- mehrere Monodentat- Liganden enthalten. Beispiele von Monodentat- 
Liganden umfassen Kohlenmonoxid, Cyanide, Isocyanide, Halogenide 
und aliphatische, aromatische und heterocyclische Phosphine, 
Amine, Stilbene und Arsine. 

Besonders bevorzugt wird das lumineszierende Metal lchelat 
ausgewahlt aus Metallchelaten mit Bipyridyl- oder Phenanthrolyl - 
Liganden. Beispiele geeigneter Metallchelate und ihre Herstellung 
sind in EP-A-0 178 450, EP-A-0 255 534, EP-A-0 580 979 und WO 
90/05301 beschrieben. Auf diese Offenbarung wird hiermit Bezug 
genommen. Am meisten bevorzugte Metallchelate sind Ruthenium- 
(bipyridyl) .-Chelate . Diese Chelate sind in Form von Aktivester- 
derivaten kommerziell erhaltlich, z.B. von Igen Inc. (Rockville, 
MD, USA) . 

Bei Verwendung eines lumineszierenden Metallkomplexes , der durch 
eine Elektrochemilumineszenz -Reaktion nachweisbar ist, als 
Markierungsgruppe hat sich der Einbau von mindestens einem 
positiven oder/und negativen Ladungstrager , z.B. Amino- oder 
Carboxylatgruppen, in die Tragerkette oder/und in den Spacer 
zwischen Metallkomplex und Tragerkette als giinstig erwiesen. 
Besonders bevorzugt enthalt die Tragerkette eine oder mehrere 
negative Ladungen, die z.B. durch Einbau von Glutaminsaure oder 
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Asparaginsaure wahrend der Synthese erzeugt werden konnen. Auch 
bei anderen Markierungs- bzw. Festphasenbinduhgsgruppen , z.B. 
Fluoreszenzgruppen oder Biotin, kann der Einbau von Ladungs- 
tragern in die Tragerkette oder/und in einen Spacer bevorzugt 
sein. 

Ein weiteres Beispiel fur bevorzugte Markierungsgruppen sind 
Fluoreszenzmarkierungen, wie etwa Fluorescein, Cumarin, Rhodamin, 
Resorufin, Cyanin und Derivate davon . Bei Verwendung von fluo- 
reszierenden Markierungsgruppen hat sich eine helikale Struktur 
des Tragerruckgrats als gunstig erwiesen, welche die Fluoreszenz- 
markierungsgruppen hinsichtlich Raumorient ierung und Abstand 
fixiert, um eine Fluoreszenzloschung durch einen Energietransf er 
zu verhindern. Beispiele fur Monomere, die eine geeignete 
helikale Struktur ergeben, sind Prolin oder ein peptidisches 
Nukleinsaurederivat mit einer Prolinseitengruppe . 

Die Herstellung der erf indungsgemaSen Konjugate erfolgt durch ein 
Verfahren, bei dem man einen polymeren Trager, vorzugsweise einen 
Peptidtrager aus monomeren Einheiten an einer Festphase syn- 
thetisiert, wobei man (a) wahrend der Synthese an vorbestimmten 
Positionen des Tragers Monomerderivate einfuhrt, die kovalent mit 
Haptenmolekiilen oder/und Markierungs- bzw. Festphasenbindungs- 
gruppen gekoppelt sind, oder/und (b) nach der Synthese aktivierte 
Haptenmolekule oder/und Markierungs- bzw. Festphasenbindungs - 
gruppen an reaktive Seitengruppen des Tragers koppelt. 

Bei Variante (a) des erf indungsgemafien Verfahrens wird wahrend 
a er Festphasensynthese ein Monomerderivat eingeftihrt, das 
kovalent, vorzugsweise xiber eine primare Aminoseitengruppe einer 
basischen Aminosaure wie Lysin oder Ornithin oder uber eine 
Thiolseitengruppe einer Aminosaure wie Cystein mit einem 
Haptenmolekul oder/und einer Markierungs- bzw. Festphasenbin- 
dungsgruppe gekoppelt ist. Die Herstellung entsprechender 
Monomerderivate kann beispielsweise durch Kopplung eines 
aktivierten Haptenmolekuls oder einer aktivierten Markierungs- 
bzw. Festphasenbindungsgruppe, z.B. eines Akt ivesterderivats an 



WO 96/03650 



PCT/EP95/02915 



11 



611,6 freie P- im ^e Aminogruppe oder eines Maleimidderivats an 
erne freie Thiolgruppe von gegebenenf alls partiell geschutzten 
Monomerderivaten, z.B. Aminosaurederivaten, erfolgen. In Abb. i 
ist ein bevorzugtes Metallchelat-gekoppeltes Lysinderivat 
gezexgt. in Abb. 2 ist ein biot inyliertes Lysinderivat gezeigt . 

Der Begriff "Akt ivester » im sinne der vorliegenden Erfindung 
umfaSt aktivierte Estergruppen, die mit freien Aminogruppen von 
Peptxden unter solchen Bedingungen reagieren konnen, daS keine 
storenden Nebenreaktionen mit anderen reaktiven Gruppen des 
Peptxds auftreten konnen. Vorzugsweise wird als Akt ivesterderivat 
exn N-Hydroxysuccinimidester verwendet . Neben den N-Hydroxy-" 
succinimidestern konnen auch analoge p-Nitrophenyl - , Pentafluor- 
phenyl-, Imidazolyl- oder N-Hydroxybenzotriazolylester verwendet 
werden . 

Die Herstellung von Hapten-, Markierungsgruppen- und Fest- 
phasenbindungsgruppenderivaten, die sich fur den Einbau in 
Olxgonukleotidtrager eignen, ist bei Theisen et al . (Tetrahedron 
Letters 33 (1992), 5033-5036) am Beispiel des Fluoreszenzf arb- 
stoffs 5-Carboxyfluorescein beschrieben, der zu einem Phosphora- 
miditderivat umgesetzt wird. Dieses Phosphoramiditderivat kann 
an das S'-Ende oder/und das 3'-Ende von Oligonukleotiden oder 
mnerhalb der Oligonukleotidsequenz eingebaut werden. 

GemaS Variante (b) des erf indungsgemafien Verfahrens erfolgt die 
Kopplung der einfuhrenden Gruppe nach Abspaltung von Schutz- 
gruppen der zur Festphasensynthese verwendeten Monomerderivate 
vorzugsweise an Amino- oder/und Thiol -Seitengruppen , besonders 
bevorzugt an primare Aminoseiterigruppen des Tragers . 

Vorzugsweise erfolgt die Einfuhrung von Haptenen und Markierungs- 
bzw. Festphasenbindungsgruppen gemafi Variante (a), dh du-ch 
Verwendung von mit der jeweils einzuf uhrenden Grupoe gekoppelten 
Monomerderivaten wahrend der Festphasensynthese. GemaS diese>- 
Vanante konnen beispielsweise lumineszierende Metallchelate 
Biotin oder Pept idhaptene ohne weiteres eingefuhrt werden Bei 
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empfindlichen Fluoreszenzf arbstof f en oder -markierungen oder 
anderen Haptenen, wie etwa Steroiden, i.t diese 

jedoch weniger bevorzugt, da diese Substanzen durch die bei der 
Festphasensynthese herrschenden Bedingungen zerstort werden 
k annen. In diese, Falle erfolgt die Herstellung der Kon D ugate 
vorzuasweise gemaS Verf ahrensvariante (b) . d.h. aurch nach- 
tragllche Kopplung an das fertige Tragermolekul . Naturlich ist 
eine Kombination der Verf ahrensvarianten (a) und (b) moglich. 

Auch die Einfuhrung zwei verschiedener Gruppen gemafc Variante 
(b ) d h nach Beendigung der Synthese, z.B. eines Haptens und 
einer Markierungsgruppe oder eines Hapten und einer Festphasen- 
bindungsgruppe, i.t m 6glich. Hierzu kann das Verfahren nach 
variante (b) beispielsweise derart durchgefuhrt werden, daS die 
erste einzuf uhrende Gruppe an Amino- und die zweite einzuf uhrende 
Gruppe an Thiolseitengruppen des Tragermolekul s gekoppelt wird. 
Ande-erseits konnen beide einzuf uhrenden Gruppen jeweils selektiv 
an vorbestimmte primare Aminoseitengruppen des Tragers gekoppelt 
werden, wobei an Positionen des Tragers, an denen eine Kopplung 
mit Haptenmolekulen erfolgen soli, ein Monomerderivat mit einer 
ersten Schutzgruppe fur die Aminoseitengruppe verwendet wird, und 
an Positionen des Tragers, an denen eine Kopplung mit Markie- 
rungs- bzw. Festphasenbindungsgruppen erfolgen soli, em 
Monomerderivat mit einer zweiten Schutzgruppe fur die Am.no- 
seitengruppe verwendet wird und die erste und die zweite 
Schutzgruppe so ausgewahlt werden. da* eine selektive Schutz- 
gruopenabspaltung und demzufolge eine selektive Kopplung m zwei 
Reaktionsschritten moglich ist. Hierzu konnen die erste una 
zweite Schutzgruppe aus saurelabilen Aminoschutzgruppen . wie etwa 
Boc'bzw. saurestabilen Schutzgruppen, wie etwa Phenylacetyl 
ausgewahlt werden. 

B-i dem erfindungsgemaSen Verfahren wird das Tragermolekul mit 
der gewunschten Monomersequenz an einer Festphase hergestellt. 
Die stellung von Pept idtragern erfolgt vorzugsweise mit einem 
kommerziellen Peptid-Synthesegerat (z.B. die Cerate A 431 oder 
A 433 von Applied Biosystems) . Die Synthese erfolgt nach 
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bekannten Methoden, vorzugsweise ausgehend vom Carboxylcerminus 
des Peptids unter Verwendung von Aminosaurederivaten . Vorzugs- 
weise werden Aminosaurederivate eingesetzt, deren fur die 
Kupplung benotigte Amino -Endgruppe mit einem Fluorenylmethyloxy- 
carbonyl (Fmoc) -Rest derivatisiert ist . Reaktive Sei tengruppen 
der eingesetzten Aminosauren enthalten Schutzgruppen, die nach 
Beendigung der Pept idsynthese ohne weiteres abspaltbar sind. 
Bevorzugte Beispiele hierfur sind Schutzgruppen , wie etwa 
Triphenylmethyl (Trt), t-Butylether (tBu) , t-Butylester (OtBu) , 
cert . -Butoxycarbonyl (Boc) , 2 , 2 , 5 , 7 , 8 - Pentamethylchroman- 6 - 
sulfonyl (Pmc) oder Phenylacetyl . 

Die Aminoseitenketten von Lysinresten oder anderen Aminosaure- 
derivaten mit primaren Aminoseitengruppen , die sich an Positionen 
des Peptids befinden, an denen ein Hapten oder eine Markierung 
eingefuhrt werden soil, sind gemafi Variante (a) kovalent mit der 
einzuf iihrenden Gruppe gekoppelt. 

Neben den 20 natiirlichen Aminosauren kann das Peptid auch 
artefizielle Aminosauren, wie etwa S-Alanin, y- Aminobuttersaure , 
e -Aminocapronsaure, Norleucin oder Ornithin enthalten. Diese 
artef iziellen Aminosauren werden analog wie die natiirlichen 
Aminosauren fur die Synthese in geschiitzter Form eingesetzt. 

GemaS Variante (b) des erf indungsgemafien Verfahrens erfolgt nach 
Beendigung der Synthese die Einfuhrung des Haptens bzw. der 
Markierung durch Umsetzung des Peptids nach Schutzgruppen- 
abspaltung mit der jeweils gewiinschten aktivierten Gruppe, die 
mit freien primaren Aminogruppen des Peptids reagiert . Pro freie 
primare Aminogruppe werden vorzugsweise 1,5 bis 4 Aquivalente 
Aktivester eingesetzt. AnschlieSend wird das Reakt ionsprodukt 
aufgereinigt , vorzugsweise durch HPLC . Die Einfuhrung von zwei 
unterschiedlichen aktivierten Gruppen gemaS Variante (b) gelingt 
durch Verwendung von zwei selektiv abspaltbaren Schutzgruppen, 
wie oben erlautert . 



Das Peptidruckgrat des Konjugats besitzt eine nicht immunologisch 
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reaktive Aminosauresequenz , d.h. eine Aminosauresequenz, die bei 
der vorgesehenen Anwendung des Konjugats als Antigen in einem 
immunologischen Nachweisverf ahren die Durchf uhrung des Tests 
nicht beeintrachtigt . 

Andererseits kann das Ruckgrat des Tragermolekiils auch aus 
Nukleotiden oder peptidischen Nukleinsauren aufgebaut sein. Die 
Synthese eines Oligonukleotidtragermolekuls kann in einem 
kommerziellen DNA- Synthesegerat erfolgen. Die Haptenmolekule und 
die Markierungs- bzw. Festphasenbindungsgruppen werden vorzugs- 
weise als Phosphoramidi tderivate eingefuhrt (Theisen et al . , 
supra; Applied Biosystems, User Bulletin 67, FAM Amidite, Mai 
19 92 ) oder /und nachtraglich an f reie reaktive Seitengruppen 
gekoppelt . Die Synthese von Tragermolekiilen auf Basis peptidi - 
scher Nukleinsauren erf olgt analog einer Festphasenpeptidsyn- 
these, z.B. gemafi der in WO92/20703 beschriebenen Methode . Die 
Einf uhrung von Haptenmolekulen oder Markierungs - bzw . Fest - 
phasenbindungsgruppen kann entsprechend den fur Peptid- und 
Oligonukleotidtrager beschriebenen Methoden erfolgen. 

Ein Gegenstand der vorliegenden Erf indung ist auch die Verwendung 
der Konjugate als Antigene in einem immunologischen Verfahren, 
wenn das Haptenmolekul ein immunologisch reaktives Molekiil ist, 
oder zur DNA-Diagnost ik, wenn das Hapten eine Nukleinsaure ist. 

Konjugate, die mehr als 1 Haptenmolekul enthalten, konnen in 
immunologischen Nachweisverf ahren als Polyhaptene eingesetzt 
werden . 

Eine bevorzugte Ausf uhrungsf orm der Erf indung betrifft die 
Verwendung der Konjugate in einem immunologischen Verfahren zur 
Bestimmung von spezif ischen Antikorpern in einer Probe f liissig - 
keit . Vorzugsweise werden solche Antikorper bestimmt , die auf 
eine Infektion durch Mikroorganismen, wie etwa Bakterien, Viren 
oder Protczoen, hinweisen. Besonders bevorzugt werden gegen Viren 
gerichtete Antikorper, z.B. gegen HIV oder Hepat it is - Viren 
gerichtete Antikorper bestimmt. Die Probef lussigkei t ist vorzugs- 
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weise Serum, besonders bevorzugt humanes Serum. weiterhin ist 
bevorzugt, daS die erf indungsgemaSer. {Conjugate bei einem 
immunologischen Verfahren im Brtickentest format eingesetzt werden. 

Ein Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist somit ein Verfahren 
zur immunologischen Bestimmung eines spezifischen Antikorpers in 
einer Probef lussigkeit , welches dadurch gekennzeichnet ist, dafi 
man (a) die Probef lussigkeit mit mindestens einem erfindungs- 
gemaSen Konjugat, das gegen den zu bestimmenden Antikorper 
gerichtet ist, inkubiert und (b) den Antikorper iiber eine Bindung 
mit dem Peptid nachweist. 

Das erf indungsgemafce immunologische Bestimmungsverf ahren kann an 
sich nach jedem bekannten Testformat erfolgen, z.B. in einem 
homogenen Immunoassay mit einer einzigen Reaktionsphase oder in 
einem heterogenen Immunoassay mit mehr als einer Reaktions- 
phase. Vorzugsweise wird ein heterogenes Testformat verwendet, 
bei dem das Vorhandensein des Antikorpers in Anwesenheit einer 
Festphase nachgewiesen wird. Eine Ausf iihrungsf orm dieses 
Testformats ist das sogenannte Doppelantigen-Brucken-Testkonzept . 
Hierbei wird die Probef lussigkeit in Gegenwart einer reaktiven 
Festphase mit zwei gegen den zu bestimmenden Antikorper gerichte- 
ten Antigenen inkubiert, wobei das erste Antigen eine Markie- 
rungsgruppe tragt und das zweite Antigen an die Festphase 
gebunden ist oder in einer an die Festphase bindefahigen Form 
vorliegt. Das erste oder/und das zweite Antigen ist ein erfin- 
dungsgemaSes Konjugat. Der zu bestimmende Antikorper in der 
Probef lussigkeit wird gegebenenf alls nach Abtrennen der Festphase 
von der Inkubationsf lussigkeit durch Bestimmung der Markierunc 
in der Fescphase oder/und in der fliissigen Phase nachgewiesen. 
Vorzugsweise ist das erste Antigen ein'mit einem lumineszierenden 
Metallchelat oder einer Fluoreszenzgruppe markiertes Konjugat. 
Das zweite Antigen ist vorzugsweise mit Biotin markiert und ist 
an eine Festphase bindefahig, die mit Streptavidin oder Avidir. 
beschichtet ist. 



ie Testdurchfiihrung beinhaltet vorzugsweise ein Mischen der 
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Probefiassigkeit .it dem ersten markierten ^ r^JT. 
fastphasenseitigen zweiten Antigen, u. e.nen 
Lobilisierten Komple* aus erstem Antigen^^ "^"^ 
fastohasengebundenem zweiten Antigen zu erhalten. 
ande'ren Testformaten zum Nachweis von An tl kor P ern fuhrt oas 
Brackentestformat sowohl zu .iW Verbesserung der ^"""^ 
d h es wardan alia Immunglobulinklassen, w.e etwa IgG, IgM. IgA 
und' IgE. erkannt. als auch dar Spezifitat, d.h. es wrrd dre 
unspezifische Reaktivitat varringert. 

Eine zweite bavorzugta Ausfuhrungsform dar Erf indung betrif £t die 
verwandung dar Konjugate in einem kompetitiven 
Kompetitive immunoassays wardan im allgemeinen zum Nachwers von 
niedermolekularen Analytan verwendet und konnen prrnz^ell in 
zwei Testformaten. dem "labelled antibody Format und dam 
labelled analog" Format durchgefunrt wardan. Beim ..laballad 
antibody Format wird dia dan naohzuweisenden Analytan enthal- 
"nde Probeflussigkeit mit einem an aina Fastphasa 
Haptan, das mit dam Analytan immunologisch konkurriart , und e men 
markiertan. gagan das Hapten und dan Analytan «««^ 
Razaptor, z.B. einan Antik6rpar. markiart . Bar dresem Testformat 
ist dia an dia Festphase gabundana Markierung umgekehrt propor- 
tional zur Konzantration das Analyten. Bairn •■ labelled analog 
Format wird die den naohzuweisenden Analytan enthaltende 
Probeflussigkeit mit ainem markiertan. mit dem Analyten rmmur ,olo- 
oisch konkurrierendan Haptan und ainam gegen dan Analytan und das 
Haptan gariohtatan Razaptor. der an aine Fastphasa brndefahrg 
ist. inkubiert. Bia Manga an festpnasengebundenem markxercem 
Hapten ist dann dar Konzentration an freiem, zu bes^mmendem 
Analyten umgekehrt proportional. 

Bin Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist somit ain Verf ahran 
zum Nachweis ainas Analyten .in ainer Probeflussigkeit nach aem 
Prinzio das kompatitivan Immunoassay im "labelled analog" Forma 
dadurch gakannzaichnat. daE man (a, dia Probeflussigker- .n 
Cagenwart ainer raaktivan Festphase mit einem erfindungsgemaSen 
Konjugat. das aina Markiarungsgruppa anthalt. und ainam Razeptor. 



WO 96/03650 



PCT/EP95/0291S 



17 



der an die Festphase gebunden oder zur feindung an eine Festphase 
fahig ist und eine spezifisch immunologische Reaktion mit dem 
Analyten und der Hapten- komponente des Konjugats eingehen kann, 
inkubiert, (b) die Festphase gegebenenf alls von der Inkubations- 
flussigkeit abtrennt und (c) das Vorhandensein oder/und die Menge 
des Analyten in der Probef lussigkeit durch Messung der Markie- 
rungskomponente des Konjugats in der Festphase oder/und in der 
Inkubationsf lussigkeit bestimmt. Als immobilisierbaren Rezeptor 
verwendet man vorzugsweise einen biotinylierten Antikorper bzw. 
ein biotinyliertes Ant ikorperf ragment und als reaktive Festphase 
eine mit Streptavidin oder Avidin beschichtete Festphase. 

Noch ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein 
Verfahren zum Nachweis eines Analyten in einer Probef lussigkeit 
nach dem Prinzip des kompetitiven Immunoassay im "labelled 
antibody" Format, dadurch gekennzeichnet , dafi man (a) die Probe- 
flussigkeit in Gegenwart einer reaktiven Festphase mit einem 
erfindungsgemaSen Konjugat, das eine Festphasenbindungsgruppe 
enthalt, und einem Rezeptor, der eine Markierungsgruppe tragt und 
eine spezifisch immunologische Reaktion mit dem Analyten und der 
Haptenkomponente des Konjugats eingehen kann, inkubiert, (b) die 
Festphase gegebenenf alls von der Inkubationsf lussigkeit abtrennt 
und (c) das Vorhandensein oder/und die Menge des Analyten in der 
Probefliissigkeit durch Messung der Markierungskomponente des 
Rezeptors an der Festphase oder/und in der Inkubationsf lussigkeit 
bestimmt. Vorzugsweise verwendet man ein biotinyliertes Konjugat 
und eine mit Streptavidin oder Avidin beschichtete Festphase. Als 
markierten Rezeptor verwendet man vorzugsweise einen Antikorper 
bzw. ein Ant ikorperf ragment . 

Der Nachweis von lumineszierenden Metallchelatgruppen erfolgt 
vorzugsweise durch Elektrochemilumineszenz , wobei lumineszierende 
Spezies elektrochemisch an der Oberflache einer Elektrode erzeugt 
werden. Der Nachweis der Lumineszenz kann qualitativ oder/und 
quantitativ erfolgen. Beispiele zur Durchfiihrung von Lumineszenz - 
Assays finden sich in EP-A-0 580 979, WO 90/05301, WO 90/11511 
und WO 92/14138. Auf die dort offenbarten Verfahren und Vor- 
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ric^ngen «r ^ineszenz -Assays wird M«£ J^™- 
Di e Festphase in ElekcrocherciluKaneszenz -Assays bescen 

aus Mikropartikeln, besonders bevorzugt magne.ische 
u eise aus Mxk p Beschicht ung varsehen sind, die »« 

Mikropartikeln, die mic ei „ k „,„i rkt vorzugsweise 

dem festphasenseitigen zweiten Antigen 
sind die Mikropartikel mic Streptavidin beschichtet . 

nie Elektrochemilu-nineszenz-Messung wird vorzugsweise in 
^ engines Kedukti.ns^teis ^^^^ 

^ B einem Amin . Bevorzugt sind alipnatiscn 
In b^ond^ pi-. sek.ndare und terti.re Aikyia.ine^ aeren 
insbesonae p K ohlenstoff atotne aufweist. 



sein 



ale* verstarker ein nichtionisches 
We iternin kann gegeb e nen £ al ls ais versta _ phenol 

ob er £ l*cnenaktives Mi«.^ ^ sind beispielsue ise 

Torr^r;. r^u-*- — -° Oder ^ 

erhaltlich. 

Andererseits kann der Kachweis der lu,ineszierenden 

grupP e auc„ durcn Fiuoreszenz ^ol gen ^^".L**. 

,„ rrh Bestrahlung mit emem Licht der geeigne 
angeregt und die daraus resultierende Fluoreszenzstranlung 
efessln wird. Beispieie zur ourchfOhron, v on -Ass 
• - in EP-A-0 178 450 und EP-A-0 255 534. Auf diese 

finaen sicn in t.v t\ v x/o 

Offenbarung wird hiermit Bezug genommen. 

De>- Nachweis von Fluoreszenzgruppen, die ebenso wie die lumi- 
ne'szLrenLn Mecallchela.e zu den bevorzugten MarKierungsgruppen 
de rf indungsge.afcen Kon.uga.e genSren, *ann - wie 
fuhrt - durch Anregung und Messung der Fluoreszenz auf bekannte 
VJeise erfolgen. 

Hoch ein -eiterer Cegenstand der vorliegenden Ertindung ist ein 
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immunologisches Reagenz, das mindestens ein erf indungsgema&es 
markiertes oder f estphasenbindef ahiges Konjugat enthalt. Ein 
Reagenz zur immunologischen Bestimmung eines spezifischen 
Antikorpers nach dem Prinzip des Doppelantigen-Bruckentests 
enthalt (a) ein markiertes erf indungsgemaSes Konjugat oder/und 
(b) ein weiteres erf indungsgemaSes Konjugat, das an eine 
Festphase gebunden ist oder in eiher an eine Festphase bindefahi- 
gen Form vorliegt. 

Ein Reagenz zur Bestimmung eines Analyten, vorzugsweise eines 
niedermolekularen Analyten nach dem Prinzip des kompet itiven 
Immunoassays enthalt ein markiertes Konjugat ("labelled analog" - 
Format) oder ein f estphasenbindef ahiges Konjugat ("labelled 
antibody" -Format) , das mit dem zu bestimmenden Analyten immunolo- 
gisch urn die Bindung an einen Rezeptor konkurriert . Vorzugsweise 
enthalt das Reagenz fur einen kompet itiven Immunoassay raumlich 
getrennt vom erf indungsgemaSen Konjugat entweder einen markierten 
Rezeptor (" labelled ant ibody" -Format ) oder einen f estphasenbinde- 
fahigen Rezeptor ("labelled analog" -Format ) , der mit dem zu 
bestimmenden Analyten und dem erf indungsgemaSen Konjugat eine 
immunologische Reaktion eingehen kann. 

Die Erfindung wird weiterhin durch die folgenden Beispiele und 
Abbildungen erlautert . Es zeigen: 

Abb. l ein Metallchelat -Lysin-Derivat , 

Abb. 2 ein Biot in-Lysin-Derivat , 

Abb. 3 ein erf indungsgemaSes Konjugat 

Abb. 4 ein Vergleichskon jugat . 

Beispiel 1 

Kerstellung eines Metallchelat-Lysin-Derivats 

6 mmol des Rutheniumkomplexes Ru (Bipyridin) a (Bipyridin- CO-N- 
hydroxysuccinimidester) gemaS EP-A-0 580 979 wurden in 50 ml 
Dimethylformamid gelost und dazu eine Losung von o-Fmoc-Lysin 
getropft. Nach Abziehen des Losungsmittels wurde der Ruckstand 
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- K r .ton aelost mit 300 ml Chloroform versetzt und kurz 
in Abb. 1 gezeigte Verbindung als Feststoff erhalten. 



und biotinyliertr 



^tstett^ng von Metallchelat-markierten 

Pept iden 

Die Met allchelat- m ar*ierten bzw. biotinyliercen Peptide wurden 

rden jeweils 4 . 0 



m 



these an einem Batch-Peptidsynthesizer , 
R , nqvsteras A 43l Oder A433, hergestellt . Dazu wuj 

Y Tente der in Tabelle 1 dargestellten Aminosaureder.vate 



Aquiva 
verwendet 



Tahelle 1: 



Fmoc -Ala -OH 



Fmoc - Cvs (Trt) -OH 



Fmo c - Asp (OtBu) -OH 



Fmoc-Glu(OtBu) -OH 



Fmoc-Phe-OH 



Fmoc-Gly-OH 



H 



Fmoc-His (Trt) -OH 



Fmoc -He -OH 



K 



Fmoc - Lys (Boc) -OH 



Fmoc -Leu -OH 



M 


Fmoc -Met -OH 


N 


Fmoc-Asn (Trt ) -OH 


p 


Fmoc -Pro -OH — 1 


Q 


Fmoc -Gin (Trt ) -OH _J 


R 


Fmoc-Arq (Pmc) -OH J 


S 


Pmoc-Ser(tBu) -OH 


It 


Fmoc-Thr (tBu) -OH 
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u 


Fmoc-fcAlanin-OH 


V 


Fmoc-Val-OH 


w 


Fmoc-Trp-OH 


Y 


Fmoc-Tyr (tBu) -OH 


Z 


Fmoc- e -Aminocapronsaure-OH 


Nle 


Fmoc- e -Norleucin-OH 


Abu 


Fmoc-y-Aminobuttersaure-OH 



Die Einfuhrung von Metallchelat - und Biot ingruppen in die 
Peptidsequenz erfolgte durch direkten Einbau von Metallchelat - 
Oder Biotin-gekoppelten Aminosaurederivaten, z.B. innerhalb der 
Sequenz uber einen mit Metallchelat -Aktivester e -derivat isierten 
Lysinrest (Abb. 1) bzw. uber einen mit Biotin derivatisierten 
Lysinrest (Abb. 2) oder N- terminal durch Verwendung eines 
entsprechenden a-derivat isierten Aminosaurerests . 

Die Aminosauren oder Aminosaurederivate wurden in N-Methyl - 
pyrrol idon gelost. Das Peptid wurde an 400-500 mg 4-(2',4'- 
Dimethoxyphenyl-Fmoc-Aminomethyl) -Phenoxy-Harz (Tetrahedron 
Letters 28 (1987), 2107) mit einer Beladung von 0,4-0,7 mmol/g 
aufgebaut (JACS 95 (1973), 1328). Die Kupplungsreakt ionen wurden 
bezuglich des Fmoc-Aminosaurederivats mit 4 Aquivalencen 
Dicyclohexylcarbodiimid und 4 Aquivalenten N-Hydroxybenzot riazol 
in Dimethyl formamid als Reakt ionsmedium wahrend 20 min durch- 
gefiihrt. Nach jedem Syntheseschritt wurde die Fmoc-Gruppe mit 
20%igem Piperidin in Dimethyl formamid in 20 min abgespalten. 

Die Freisetzung des Peptids vom Trager und die Abspaltung der 
saurelabilen Schutzgruppen erfolgte mit 20 ml Trif luoressigsaure , 
0,5 ml Ethandithiol, 1 ml Thioanisol, 1,5 g Phenol und I ml 
Wasser in 4 0 min bei Raumtemperatur . Die Reaktionslosung wurde 
anschlieSend mit 300 ml gekuhltem Diisopropylether versetzt und 
zur vollstandigen Fallung des Peptids 40 min bei 0»C gehalten. 
Der Niederschlag wurde abfiltriert, mit Diisopropylether nachge- 
waschen, mit wenig 50 %-iger Essigsaure gelost und lyophilisiert . 
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Das epicene -de mit c el s ^pa,a t iv« HP.C - 

Delta-PAK RP CIS-Material (Saule 50 x 300 100 X. 1 " 

-n entsprechenden Gradiencen lEluent A, wasser. 0,1- Tnfiuor 
el nen entspreche onitril , 0 , 1% Tri£ luoressig S aure> in 

wurde mic«l« lonenspray-Massenspektrometrxe gepruf . 

Di e Entfernung von saurestabilen Phenylacetylschutzgruppen 
.n.y-ci.ch -it i»oblli.i.rt.r Oder laslicner PenxcU- 
IZ TZ::S i» — .x, o rg an iS c te » Soxvensan.exx 

bei Raumtemperatur. 

Kopplung mit Haptenen 

Dimechyl ^ ::r g; i- - ^- t ^ P : von Lysin) 

Posxtxonen des Peptids aktivierten Haptens 

jeweils ein leichter UberschuS (ca. 3 0 .) des a 

(z B N-Hydroxysuccinimidester) zugefugt. Es wurde fur 1 Stunde 
b i R lLpeLur geruhrt , das ^ungs.ittel i. Ho—, 
abgezogen und das Peptid uber praparative HPLC 

Unt er Verwendung des in Abb. I gezeigten ^^^J^ 
Derivats als Markierungsgruppe und von Estradiol (E2) als Hapte 
wurden Konjugate mit der folgenden Struktur hergestellt: 

t :AcK (BPRu)UEUEUK(E2)UEUEUK(BPRu)UEUK(E2) -NH 2 
I I : ACK ( BPRu ) UEUEUK ( E2 ) UEUEUK ( BPRu ) U-NH 2 

, t ist in Abb 3 dargestellt. Der Aminoterminus der 
Das Konuugat I ist m add . j a Ca-boxyltermi 
Peptidketten ist durch Acetyl (Ac) geschutzt . Der Ca.boxyl 
nus liegt als Saureamidgruppe vor . 

Die Metallchelat- und Hapten.olekule sind jeweils ube: : di 
T-A^inoseitengruppe der Lysine an die Peptidkette gekoppelt . 
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Auf analoge Weise wurde uncer Verwendung von Testosteron als 
Haptenmolekul ein Konjugat mit der Sequenz von Konjugac I 
synthet isiert . 

Die Struktur der hergestellten Konjugate wurde durch 1 K-NMR (500 
MHz ) uberpruft und bestatigt. 



3eispiel 4 

Bestimmung von Estradiol in Serum 

Es wurde ein kompetitiver Zweischritt -Assay nach dem "labelled 
analog" - Format zur Bestimmung von Estradiol in Humanserum 
durchgef uhrt . Hierzu wurden 90 /il Losung 1 (0,69 nmol/1 erfin- 
dungsgemaSes Konjugat I (Abb. 3) bzw. 1,68 nmol/1 Vergleichskon- 
jugat (Abb. 4), jeweils in 50 mmol/1 4 -Morpholinethansulf onsaure 
(MES) , pH 6,8, 0,1 % Rinderserumalbumin, 0,1 % Thesit, 0,01 % 
Methylisothiazolon, 0,1 % Oxypyrion, 30 ng/ml Ablosereagenz 
Dihydrotestosteron) zusammen mit 50 jjlI Probe (Serumprobe oder 
Estradiol Standard) in einem Polystyrolgef aS 10 min bei 37°C 
inkubiert . AnschlieSend erfolgte die auf einanderf olgende Zugabe 
von 90 /il Losung 2 (0,7 ^g/ml bzw. 1,4 /xg/ml Konjugat aus Biotin 
und polyklonalem Anti-Estradiol-Kaninchen-Fab' in 50 mmol/1 MES- 
Puffer pH 6,0) und 50 fil Bead-Suspension (720 iig/ml Streptavidin- 
beschichtete Magnetpart ikel , Fa. Dynal). 

Nach weiteren 10 min Inkubation bei 37°C wurden 150 /il der 
Mischung in eine MeSzelle uberf iihrt . Dort erfolgte eine magne- 
tische Konzent rierung der Bead-Partikel und der daran haftenden 
Rutheniummarkierung an die Elektrodenoberf lache und eine 
Detektion des elektrochemisch erzeugten Chemilumineszenzsignals 
bei 2 8°C. 

Das in Tabelle 2 dargestellte Ergebnis dieses Versuchs zeigt, daS 
das erf indungsgemaSe Konjugat gegenuber dem Vergleichskon j ugat 
eine deutliche Verbesserung der Testperf ormance hinsichtlich 
Sensitivitat und unterer Nachweisgrenze bringt . 
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Tabelle 2 



Ant igen 


Konjugat I 
(Erf indung) 


Konjugat (Ver- 
gleich) 


Antigenkonzentration (nmol/1) 


0. 69 


1 , 68 


Rutheniumkomplex- Konzentra - 
tion (nmol/1) 


1, 68 


1, 68 


Konzentration Antiserum 
(Mg/ml) 


0, 7 


1 , 4 


Counts Standard F 


80412 


87709 


Count s S t anda rd B 


653420 


1224219 


Count s Standard A 


8 6114 0 


144 5270 


Verhaltnis B/A 


0 f 759 


0, 847 


Verhaltnis F/A 


0, 093 


0, 061 


Verhaltnis F/E 


0, 54 6 


0, 442 


untere Nachweisgrenze 
pg/ml (3 % VK) 


15,9 


25, 1 
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PATENT ANS PRUCHE 



1. Konjugat, umfassend einen polymeren Trager mit maximal 100 
monomeren Einheiten, der gekoppelt an reaktive Seiten- 
gruppen 1-10 Haptenmolekule und 1-10 Markierungs- oder 
Festphasenbindungsgruppen enthalt, wobei die monomeren 
Einheicen aus Aminosauren, Nukleotiden, Nukleot idanaloga 
und peptidischen Nukleinsauren ausgewahlt sind. 

2. Konjugat nach Anspruch l, 
dadurch gekennzeichnet , 

dafi der polymere Trager eine Lange von 3 - 80 monomeren 
Einheiten auf weist . 

3. Konjugat nach Anspruch l oder 2, 
dadurch gekexmzeichnet , 

daS der polymere Trager eine Lange von 5-60 monomeren 
Einheiten aufweist . * 

4. Konjugat nach einem der vorhergehenden Anspruche , 
dadurch gekennzeichnet, 

daS es 1 - 6 Haptenmolekule enthalt. 

5. Konjugat nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft es 2 - 8 Markierungs- oder Festphasenbindungsgruppen 
enthalt . 

6. Konjugat nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS der polymere Trager eine aus Aminosauren aufgebaute 
Peptidkette umf aSt . 

7. Konjugat nach einem der Anspruche 1-5, 
dadurch gekennzeichne t , 
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daS der polymere Trager eine aus Nukleotiden oder/und 
Nukieotidanaloga aufgebaute Kette umfafit. 

8. Konjugac nach einem der Anspruche 1-5, 
dadurch gekennzeichnet , 

daS der polymere Trager eine aus peptidischen Nukleinsauren 
aufgebaute Kette umfaSt. 

9. Konjugat nach Anspruch 7 oder 8, 
dadurch gekennzeichnet/ 

da£ der polymere Trager als Doppelstrang vorliegt. 

10. Konjugat nach Anspruch 9, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS der Doppelstrang mindestens eine Kette enthalt, die 
peptidische Nukleinsauren umf a&t . 

11. Konjugat nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS die Haptenmolekiile und Markiewings- bzw. Festphasenbin- 
dungsgruppen iiber reaktive Amino- oder/und Thiol -Seiten- 
gruppen an den polymeren Trager gekoppelt sind. 

12. Konjugat nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS es Markierungsgruppen enthalt, die aus lumineszierenden 
Metallchelaten oder Fluoreszenzgruppen ausgewahlt sind. 

13. Konjugat nach einem der Anspruche 1 bis 11, 
dadurch gekennzeichnet, 

da£ es Festphasenbindungggruppen enthalt, die aus Biotm 
und Biot inanaloga ausgewahlt sind. 

14. Konjugat nach Anspruch 12, 
dadurch gekennzeichnet , 

daS die Markierungsgruppen lumineszierende Metallchelate 
sind und der polymere Trager mindestens einen positiven 
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oder/und negativen Ladungstrager enthalt. 

15. Konjugat nach Anspruch 12, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS die Markierungsgruppen Fluoreszenzgruppen sind und 
polymere Trager eine im we'sentlichen helikale Struktur 
aufweist . 

16. Konjugat nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS das Hapten ein immunologisch reaktives Molekiil mit 
einer Molekularmasse <. 2000 Da ist . 

17. Konjugat nach Anspruch 16, 
dadurch gekennzeichnet, 

da£ das Hapten aus pharmakologischen Wirkstoffen, Hormorien, 
Metaboliten, Vitaminen, Mediatoren und Neurotransmittern 
ausgewahlt ist. 

18. Konjugat nach einem der Anspriiche 1 bis 15, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS das Hapten aus immunologisch reaktiven Pept idepitopen 
mit einer Lange bis zu 30 Aminosauren ausgewahlt ist. 

19. Konjugat nach einem der Anspriiche 1 bis 15 , 
dadurch gekennzeichnet, 

daS das Hapten aus Nukleinsauren mit einer Lange bis zu 50 
Nukleotiden ausgewahlt ist. 

20. Konjugat nach einem der Anspriiche 1 bis 15, 
dadurch gekennzeichnet , 

daft das Hapten aus peptidischen Nukleinsauren mit einer 
Lange bis zu 50 Monomereinheiten ausgewahlt ist. 

21. Verfahren. zur Herstellung von Konjugaten nach einem der 
Anspriiche 1 bis 20, 

dadurch gekennzeichnet, 
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daS man einen polymeren Trager aus monomeren Einheiten an 
einer Festphase synthetisiert , wobei man 

(a) wahrend der Synthese an vorbestimmten Positionen des 
Tragers Monomerderivate einfiihrt, die kovalent mit 
Haptenmolekulen oder/und Markierungs- bzw. Festphasen- 
bindungsgruppen gekoppelt sind, oder/und 

(b) nach der Synthese aktivierte Haptenmolekule oder/und 
Markierungs- bzw. Festphasenbindungsgruppen an reak- 
tive Seitengruppen des Tragers koppelt . 

22. Verfahren nach Anspruch 21, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man einen Peptidtrager aus Aminosaurederivaten syn- 
thetisiert. 

23. Verfahren nach Anspruch 21 oder 22, 
dadurch gekennzeichnet , 

daS in Variante (a) die Haptenmolekule oder/und Markie- 
rungs- bzw. Festphasenbindungsgruppen jeweils an eine 
primare Aminogruppe oder eine Thiolgruppe des Monomerderi- 
vats gekoppelt sind. 

24. Verfahren nach Anspruch 21 oder 22, 
dadurch gekennzeichnet/ 

dafi in Variante (b) die Kopplung an Amino- oder/und Thiol - 
Seitengruppen des Tragers nach Abspaltung von Schutzgruppen 
der zur Festphasensynthese verwendeten Monomerderivate 
erf olgt . 

25. Verfahren nach Anspruch 21, 22 oder 24, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi man nach der Synthese in Variante (b) die Hapten- 
molekule und Markierungs- bzw. Festphasenbindungsgruppen an 
primare Aminoseitengruppen des Tragers koppelt, wobei an 
Positionen des Tragers, an denen eine Kopplung mit Hapten- 
molekulen erfolgen soil, ein Monomerderivat mit einer 
ersten Schutzgruppe fur die Amino-Seitengruppe verwendet 
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wird, und an Positionen des Tragers, an denen eine Kopplung 
mit Markierungs- bzw . Festphasenbindungsgruppen erfolaen 
soil, em Monomerderivat mit einer zweiten Schutzaruppe fu>- 
die Aminoseitengruppe verwendet wird und die erste und die 
zweite Schutzgruppe so ausgewahlt werden, daS eine selek- 
tive Schutzgruppenabspaltung moglich ist. 

26. Verfahren nach Anspruch 25, 
dadurch gekennzeichnet, 

dag die erste und zweite Schutzgruppe aus saurelabiien b 
saurestabilen Schut zgruppen ausgewahlt werden. 



zw . 



27. verwendung von Konjugaten nach eine, der Anspruche 1 bis 20 
als Antigen in einem immunologischen Verfahren oder zur 
Nukleinsaure-Diagnostik. 

28. Verwendung nach Anspruch 27, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man Konjugate, die mehr als 1 Haptenmolekul enthalten 
als Polyhaptene in immunologischen Nachweisverf ahren 
einsetzt . 

29. Verwendung nach Anspruch 27 oder ?fi i « u • • 

& ^/ oaer ^8 in emem kompetitiven 

Immunoassay. 

30. Verwendung nach Anspruch 2 7 oder 2 8 in e ^ nom t 

f uuer m emem Immunoassay 

zum Nachweis spezifischer Antikorper. 

31. Verfahren zum Nachweis eines Analyten in einer Probe- 
rlussigkeit nach dem Prinzip des kompetitiven Immunoassav 
im "labelled analog" Format, 

dadurch gekennzeichnet, 
daS man 

(a) die Probeflussigkeit in Gegenwart einer reaktiven 
Festphase mit einem Konjugat nach einem der Anspruche 
1 bis 20, das eine Markierungsgruppe enthal 
einem Rezeptor, der an die Festphase gebunden oder 



z , una 
zur 
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Bindung an eine Festphase fahig ist una eine spezi- 
f isch immunologische Reaktion mit dem Analyten und der 
Haptenkomponente des Konjugats eingehen kann, inku- 
biert , 

(b) die Festphase gegebenenf alls von der Inkubationsf lus - 
sigkeit abtrennt und 

(c) das Vorhandensein oder/und die Menge des Analyten in 
der Probef lussigkeit durch Messung der Markierungskom- 
ponente des Konjugats in der Festphase oder/und in der 
Inkubationsf lussigkeit bestimmt . 



32. Verfahren nach Anspruch 31, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man als Rezeptor einen biotinylierten Antikorper bzw. 
ein biotinyliertes Antikorperf ragment und eine mit Strepta- 
vidin Oder Avidin beschichtete Festphase verwendet . 



33. Verfahren zum Nachweis eines Analyten in einer Probe- 
flussigkeit nach dem Prinzip des kompet itiven Immunoassay 
im "labelled antibody" Format, 
dadurch gekennzeichnet, 
daS man 

(a) die Probef lussigkeit in Gegenwart einer reaktiven 
Festphase mit einem Konjugat nach einem der Anspruche 
1 bis 20, das eine Festphasenbindungsgruppe enthalt, 
und einem Rezeptor, der eine Markierungsgruppe tragt 
und eine spezifisch immunologische Reaktion mit dem 
Analyten und der Haptenkomponente des Konjugats 
eingehen kann, inkubiert, 

(b) die Festphase gegebenenf alls von der Inkubat ionsf lus - 
sigkeit abtrennt und 

(c) das Vorhandensein oder/und die Menge des Analyten in 
der Probef lussigkeit durch Messung der Markierungskom- 
ponente des Rezeptors in der Festphase oder/und in der 
Inkubat ionsf lussigkeit bestimmt . 
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34. Verfahren nach Anspruch 33, 
dadurch gekennz eichne t , 

daS man ein biot inyliertes Konjugat und eine mit Strepta- 
vidin Oder Avidin beschichtete Festphase verwendet. 

35. Verfahren zum Nachweis eines spezifischen Antikorpers in 
einer Probef liissigkeit , 

dadurch gekennzeichnet, 
daS man 

(a) die Probef liissigkeit mit mindestens einem Konjugat 
nach einem der Anspruche 1 bis 20, das gegen den zu 
bestimmenden Antikorper gerichtet ist, inkubiert und 

(b) den Antikorper iiber eine Bindung mit dem Konjugat 
nachweist . 

36. Verfahren nach Anspruch 35, 
dadurch gekennz eichne 

daS man 

(a) die Probef liissigkeit in Gegenwart einer reaktiven 
Festphase und zwei gegen den zu bestimmenden Antikor- 
per gerichteten Antigenen inkubiert, wobei das erste 
Antigen eine Markierungsgruppe tragt und das zweite 
Antigen an die Festphase gebunden oder in einer an die 
Festphase bindefahigen Form vorliegt, 

(b) die Festphase gegebenenf alls von der Inkubationsf liis- 
sigkeit abtrennt und 

(c) das Vorhandensein oder/und die Menge des Antikorpers 
durch Bestimmung der Markierung in der Festphase 
oder/und in der fliissigen Phase nachweist, 

wobei man als erstes oder/und zweites Antigen ein Konjugat 
nach einem der Anspruche 1 bis 20 verwendet. 

37. Verfahren nach Anspruch 36, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man als erstes Antigen ein mit einem lumineszierenden 
Metallchelat oder einer Fluoreszenzgruppe markiertes 
Konjugat verwendet . 
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38.. Verfahren nach Anspruch 36 oder 37, 
dadurch gekeimzeichnct, 

daS man als zweites Antigen ein biot inyliertes Konjugat und 
eine mit Streptavidin oder Avidin beschichtiete Fescphase 
verwendet . 
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Abb. 2 
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